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Das folhas da espécie Lippia microphylla Cham. (Verbenaceae) foi extraído o óleo 
essencial (LM-OE), tendo como constituintes majoritários o carvacrol e o timol. O 
objetivo deste trabalho foi investigar e caracterizar o efeito tocolítico do LM-OE em 
útero de rata, bem como verificar se este efeito é devido aos seus constituintes 
majoritários isolados, carvacrol e timol, ou da mistura destes. Para isso, foram 
realizadas medidas de contrações isotônicas e isométricas em útero isolado de rata. 
O LM-OE inibiu as contrações fásicas induzidas tanto por 10-5 M de carbacol (CCh) 
como por 10-2 UI/mL de ocitocina (CI50 = 7,8 ± 1,3 e 35,1 ± 4,9 µg/mL, 
respectivamente). Enquanto que o carvacrol, o timol e a mistura timol-carvacrol 
(1,46:1) antagonizaram as contrações fásicas induzidas por CCh (Emax = 41,4 ± 10,3; 
35,4 ± 8,3 e 56,5 ± 9,2%, respectivamente) com baixa eficácia. Já quando as 
contrações eram induzidas por ocitocina, apenas o timol e a mistura timol-carvacrol 
apresentaram efeito inibitório (Emax = 38,8 ± 4,8 e 69,8 ± 2,4%, respectivamente). Do 
mesmo modo, o LM-OE relaxou, de maneira equipotente, o útero pré-contraído com 
60 mM de KCl (CE50 = 5,0 ± 0,8 µg/mL) e com 10
-2 UI/mL de ocitocina 
(CE50 = 2,7 ± 0,8 µg/mL). Como o passo comum na via de sinalização destes 
agentes contráteis são os canais de cálcio dependentes de voltagem (CaV), 
hipotetizou-se que de alguma forma o óleo estaria impedindo o influxo de Ca2+ 
através destes canais. O LM-OE antagonizou as curvas concentrações-resposta 
cumulativas ao CaCl2 em meio despolarizante nominalmente sem Ca
2+, sugerindo o 
bloqueio do influxo de cálcio através dos CaV. Essa hipótese foi descartada quando o 
LM-OE relaxou o útero pré-contraído com 3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644, agonista 
dos CaV1, porém com uma eficácia muito baixa (Emax = 17,4 ± 5,0%) e sem 
dependência de concentração, confirmando que o LM-OE não bloqueia diretamente 
o influxo de cálcio através destes canais. Sabendo-se que os canais de K+ podem 
modular negativamente os CaV, decidiu-se investigar a participação desses canais 
no mecanismo tocolítico do LM-OE. Para avaliar essa hipótese foi testado o seu 
efeito na presença de 5 mM de CsCl, um bloqueador não seletivo dos canais de K+. 
Os resultados demonstraram que o LM-OE (CE50 = 30,3 ± 2,2 µg/mL) parece 
ativar/modular positivamente os canais de K+, entretanto outros são necessários 
para confirmar quais subtipos desses canais estão envolvidos neste efeito tocolítico. 
Sendo assim, o efeito tocolítico do LM-OE não envolve diretamente o bloqueio do 
influxo de cálcio via CaV, entretanto envolve a participação dos canais de K
+, 
enquanto que os seus constituintes majoritários isolados e a mistura desses 
apresentam baixa eficácia em útero isolado de rata. 
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From leaves of Lippia microphylla Cham. (Verbenaceae) was extracted the essential 
oil (LM-OE), which has carvacrol and thymol as major constituents. The aim of this 
work was to investigate and to characterize the tocolytic effect of LM-OE on rat 
uterus, as well as to verify if this effect is due its isolated major constituents, carvacrol 
and thymol, or themself mixture. For this, were performed measures of isotonic and 
isometric contractions on isolated rat uterus. LM-OE inhibited both phasic 
contractions induced by carbachol (CCh) 10-5 M and by oxytocin 10-2 UI/mL 
(IC50 = 7.8 ± 1.3 and 35.1 ± 4.9 µg/mL, respectively). While the carvacrol, thymol and 
thymol-carvacrol mixture (1.46:1) antagonized the phasic contractions induced by 
CCh (Emax = 41.4 ± 10.3; 35.4 ± 8.3 and 56.5 ± 9.2%, respectively) with low efficacy. 
But when the contractions were induced by oxytocin, only thymol and 
thymol-carvacrol mixture, showed inhibitory effect (Emax = 38.8 ± 4.8 and 
69.8 ± 2.4%, respectively). Similarly, LM-OE relaxed in an equipotent manner the 
uterus pre-contracted with 60 mM KCl (EC50 = 5.0 ± 0.8 µg/mL) and oxytocin 
10-2 UI/mL (EC50 = 2.7 ± 0.8 µg/mL). As the common step in the signaling pathway of 
these contractile agents is voltage-dependent calcium channels (CaV), we 
hypothesized that somehow LM-OE would preventing Ca2+ influx by these channels. 
The LM-OE antagonized cumulative concentration-response curves to CaCl2 in 
Ca2+-free depolarizing medium suggesting blocking calcium influx through CaV. This 
hypothesis was discarded when the LM-OE relaxed uterus pre contracted with 
3 x 10-7 M of S () Bay K8644, CAV1 agonist, but with a very low efficacy 
(Emax = 17.4 ± 5.0%) and without dependence of concentration, confirming that the 
LM-OE directly does not block the calcium influx through these channels. Since K+ 
channels can negatively modulate the CaV, we decided to investigate the role of 
these channels in the tocolytic effect of LM-OE. To assess this hypothesis has been 
tested its effect in the presence of CsCl 5 mM, a non-selective potassium channels 
blocker. The results showed that LM-OE (EC50 = 30.3 ± 2.2 µg/mL) appears to 
activate/upregulate positively these channels, however other experiments should be 
conducted to confirm which potassium channels subtypes are involved in this 
tocolytic effect. Thus, the tocolytic effect of LM-OE does not directly involves blocking 
of calcium influx through CaV, however involves the participation of K
+ channels, 
while their major isolated constituents and the mixture of these have low efficacy in 
isolated rat uterus. 
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 Os produtos naturais são utilizados pela humanidade desde tempos 
imemoriais. A busca pelo alívio e pela cura de doenças através da ingestão de ervas 
e folhas talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilização dos produtos 
naturais (VIEGAS-JÚNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). Além de serem usados 
pela população como fonte de remédios, os produtos naturais têm servido como 
fonte e inspiração para uma grande fração da atual Farmacopeia (KINGSTON, 
2011). 
A natureza, de uma forma geral, produz a maioria das substâncias orgânicas 
conhecidas. Dentre os diversos reinos, o vegetal contribui de forma bastante 
significativa para o fornecimento de metabólitos secundários, muitos desses de 
grande valor agregado devido às suas aplicações como medicamentos, cosméticos, 
alimentos e agroquímicos. Muitas dessas substâncias servem como protótipos para 
o desenvolvimento de medicamentos semissintéticos mais específicos e seletivos 
(PINTO et al., 2002). 
 Estima-se que cerca de 60 mil espécies vegetais sejam oriundas dos diversos 
biomas brasileiros Floresta Amazônica, Cerrado, Mata Atlântica, Pantanal, Caatinga, 
Manguezal, dentre outros (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Segundo a Convenção da 
Diversidade Biológica (CDB), o Brasil possui de 15 a 20% de toda a biodiversidade 
do planeta, sendo considerado, em nível mundial, o maior em número de espécies 
endêmicas (BARREIRO, 2009). Entretanto, esta biodiversidade não é 
completamente conhecida e talvez nunca venha a ser, tal a sua magnitude e 
complexidade. A biodiversidade brasileira representa para nossa população e, 
particularmente para os pesquisadores brasileiros, uma região de enorme 
importância científica, social, econômica, cultural e ambiental. Sendo assim, justifica 
o grande potencial para a descoberta e o desenvolvimento de novos medicamentos 
baseados em produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al., 2010). 
 Sem a contribuição dos produtos naturais obtidos das plantas, das toxinas 
animais e dos microrganismos, não teria sido possível o desenvolvimento da 
terapêutica moderna, composta por medicamentos com ações específicas sobre 
receptores, enzimas e canais iônicos. Assim como não seria possível aos cientistas 
compreenderem os fenômenos complexos relacionados à biologia celular e 
molecular e à eletrofisiologia, o que permitiu a identificação, o isolamento e a 
clonagem de enzimas, receptores, canais iônicos e outras estruturas biológicas. 
Todas essas descobertas possibilitaram à indústria farmacêutica o desenvolvimento 
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de novos fármacos dotados de maior seletividade e eficácia contra várias patologias 
de maior complexidade (SHU, 1998 apud CALIXTO, 2003). 
 As moléculas complexas de interesse farmacológico são desenvolvidas a 
partir de produtos naturais por indústrias farmacêuticas que oferecem, entre outras, 
as seguintes vantagens: grande quantidade de estruturas químicas, muitas delas 
complexas; muitas classes de estruturas homólogas; estruturas químicas di e 
tridimensionais; possibilidade de utilização como banco de moléculas para ensaios 
de alta velocidade; fonte de pequenas moléculas para alvos moleculares complexos 
e, o mais importante, capazes de serem absorvidas e metabolizadas pelo organismo 
(SHU, 1998 apud CALIXTO, 2003). 
 Entretanto, alguns problemas que dificultam o aproveitamento da 
biodiversidade para o desenvolvimento de novos medicamentos, incluem: 1) falta de 
leis específicas para o acesso a biodiversidade; 2) grande complexidade das 
moléculas isoladas a partir de produtos naturais; 3) tempo, às vezes longo, para o 
descobrimento de novas moléculas; 4) descoberta que pode ser dispendiosa; 5) 
poucas bibliotecas de compostos naturais; 6) poucas informações a cerca da relação 
entre a estrutura e a atividade desses compostos; 7) moléculas já conhecidas com 
pouco interesse são frequentemente isoladas de produtos naturais e 8) químicos 
sintéticos muitas vezes relutantes em trabalhar com produtos naturais (STROBL, 
2000 apud CALIXTO, 2003). 
 Dentre os vários produtos naturais obtidos de plantas, destacam-se os óleos 
essenciais, que são constituídos, na maioria das vezes, por misturas complexas que 
podem ser originadas a partir do ácido mevalônico por duas vias biossintéticas 
distintas: a série terpênica e, menos frequentemente, a dos fenilpropanoides (SAAD 
et al., 2009). 
 Os óleos essenciais são amplamente utilizados nas indústrias farmacêutica, 
sanitária e agronômica devido as suas propriedades naturais, como por exemplo, 
bactericida, fungicida e inseticida (BAKKALI et al., 2008). Devido a grande 
diversidade química dos seus componentes, outras importantes funções biológicas 
e/ou fisiológicas são atribuídas a estes produtos, sendo também muito pronunciadas 
as ações anti-inflamatória e antiespasmódica (MAGALHÃES; LAHLOU; 
LEAL-CARDOSO, 2004, MADEIRA et al., 2005, ASEKUN; GRIERSON; AFOLAYAN, 
2007,  DU et al., 2007). 
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 As espécies da família Verbenaceae têm seu potencial econômico 
amplamente explorado, tanto para a ornamentação (LORENZI; SOUZA 2001) como 
para o uso terapêutico, neste caso devido à presença dos óleos essenciais 
(SANTOS et al., 2009). Entre os gêneros da família Verbenaceae merece destaque 
o gênero Lippia, que é popularmente utilizado para o tratamento de doenças dos 
sistemas respiratório e gastrintestinal (MORTON, 1981 apud PASCUAL et al., 2001). 
Além disso, a espécie desse gênero como Lippia alba é indicada como ansiolítico, 
sedativo leve, antidispéptico e antiespasmódico (BRASIL, 2011). 
 Nesse sentido, o interesse em investigar os óleos essenciais com atividade 
sobre a musculatura lisa reside no fato de que substâncias espasmolíticas têm uma 
vasta aplicação em vários processos fisiopatológicos, tais como: asma, hipertensão, 
arritmias cardíacas, angina do peito, disfunção erétil, diarreias, espasmos tanto 
renais como intestinais e uterinos. Além disso, como os mecanismos de contração e 
de relaxamento muscular envolvem mobilizações de íons Ca2+ e este íon medeia 
grande parte das ações das drogas no nosso organismo, o músculo liso se 
apresenta como modelo para a investigação dos mecanismos de ação de 
substâncias que envolvem a sinalização do Ca2+ (WEBB, 2003). 
 Diante do exposto, investigou-se uma possível atividade tocolítica do óleo 
essencial obtido das folhas de Lippia microphylla Cham., assim como a sua atuação 
sobre as vias que regulam o processo de contração e de relaxamento para assim, 
desencadear efeito espasmolítico em preparações de músculo liso uterino, utilizando 
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2.1 Produtos naturais e fitoterapia no Brasil 
 
 O uso das plantas medicinais por várias culturas há milhares de anos e as 
informações sobre a utilização dos recursos naturais desempenham um papel 
essencial na descoberta de novos produtos a partir de plantas como agentes 
terapêuticos (SILVA et al., 2012). A Organização Mundial de Saúde (OMS), estima 
que entre 75 e 80% da população mundial faz uso desse recurso para cuidados 
primários à saúde e apesar do desenvolvimento da química sintética, 
aproximadamente 25% dos medicamentos prescritos são provenientes, direta ou 
indiretamente das plantas (ALVES; ROSA, 2005; FOWLER, 2006). 
 Além disso, nas últimas décadas o interesse pela fitoterapia teve um aumento 
considerável entre os usuários, pesquisadores e serviços de saúde (ROSA; 
CÂMARA; BÉRIA, 2011). Outro fator que incentiva os estudos com espécies 
vegetais é a complexidade na descoberta de novas drogas, algumas necessitam de 
sete a dez anos para chegar ao desenvolvimento completo de um novo 
medicamento (FLISCHER; MONTARI, 1995; CALIXTO, 2000; SIXEL; PECINALLI, 
2005). 
 Segundo a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 14 de 31 de março de 
2010, medicamento fitoterápico é aquele obtido com emprego exclusivo de 
matérias-primas ativas vegetais, cuja eficácia e segurança são validadas por meio 
de levantamentos etnofarmacológicos de sua utilização, de documentos 
tecnocientíficos ou de evidências clínicas. São caracterizados pelo conhecimento da 
eficácia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constância de 
sua qualidade. Não sendo considerado medicamento fitoterápico aquele que contém 
em sua composição substâncias ativas isoladas, sintéticas ou naturais, nem as 
associações dessas com extratos vegetais. Esta resolução possui como objetivo, 
estabelecer os requisitos mínimos para o registro de medicamentos fitoterápicos e 
revoga a RDC nº 48 de 16 de março de 2004 (BRASIL, 2010). 
 As principais classes terapêuticas de medicamentos fitoterápicos 
comercializadas no Brasil são os psicoléticos (sedativos, ansiolíticos e 
antidepressivos), antivaricosos, anti-hemorroidários, auxiliares digestivos e 
hepáticos, antiespasmódicos, tônicos, laxantes, descongestionantes, antigripais e 
para auxiliar na circulação cerebral (VALEZE; BRENZAN, 2011). O Tebonin® e o 
Tanakan® (Gingko biloba) são indicados para distúrbios vestibulares e cerebrais, o 
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Laitan® (Piper methysticum) como ansiolítico (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002) e o 
Acheflan® (Cordia verbenacea DC.) como anti-inflamatório de uso tópico 
(HENRIQUE; SIMÕES-PIRES; APEL, 2009) são as especialidades farmacêuticas 
mais comercializadas em nosso país. 
 Dessa forma, a biodiversidade brasileira é de suma importância para a 
pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos fitoterápicos. Apesar de que, uma 
pequena parte de seus constituintes foi estudada e seus benefícios futuros não 
estão completamente esclarecidos (FERRO; BONACELLI; ASSAD, 2006). Visando 
contribuir com a pesquisa envolvendo plantas medicinais da flora brasileira, foi 
escolhida uma espécie pertencente à família Verbenaceae, uma vez que esta família 
possui diversas plantas medicinais com importâncias químicas, econômicas e 
farmacológicas conhecidas. 
 
2.2 A família Verbenaceae 
 
 Inserida na grande diversidade das plantas medicinais, destaca-se a família 
Verbenaceae, que reúne aproximadamente 36 gêneros e 1000 espécies (SOUZA; 
LORENZI, 2005 apud SAMPAIO, 2009), sendo constituída por subarbustos e ervas 
que se desenvolvem de períodos anuais a perenes (SALIMENA, 2000 apud 
SAMPAIO, 2009). As espécies dessa família medram em regiões tropicais, 
subtropicais e temperadas da América, da África e da Índia, sendo os centros de 
mais alta diversidade as regiões subtropicais da América do Sul (SANDERS, 2001 
apud SAMPAIO, 2009). No Brasil ocorrem aproximadamente 17 gêneros e 250 
espécies (SOUZA; LORENZI, 2005 apud SAMPAIO et al., 2009). 
 Espécies da família Verbenaceae são amplamente exploradas para 
ornamentação (LORENZI; SOUZA 2001), bem como para o uso terapêutico, neste 
último caso devido à presença dos óleos essenciais (SANTOS et al., 2009). Várias 
atividades farmacológicas já foram descritas para espécies desta família, entre elas: 
repelente de mosquito do gênero Aedes para a espécie Lantana camara L. (DUA 
et al., 2003); antinociceptiva e hipnótica para a espécie Premna tomentosa L. (DEVI 
et al., 2003); leishmanicida para formas promastigotas de várias espécies de 
Leishmania para a espécie Stachytarpheta cayennensis (Rich) Vahl. (MOREIRA 
et al., 2007) e relaxante de corpos cavernosos de coelhos para a espécie 
Clerodendron capitatum (Willd) (ABDELWAHAB et al., 2012). 
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2.3 O gênero Lippia e a espécie Lippia microphylla Cham. 
 
 Segundo Pascual et al. (2001), o gênero Lippia, que pertence à família 
Verbenaceae, é constituído por cerca de 200 espécies de ervas, subarbustos e 
árvores de pequeno porte. Espécies desse gênero podem ser encontradas 
principalmente em países das Américas Central e do Sul, além de territórios da 
África tropical. O Brasil detém cerca de 70 a 75% das espécies conhecidas desse 
gênero, sendo a maioria delas concentrada na Cordilheira do Espinhaço, nos 
estados de Minas Gerais e Goiás, região caracterizada pela ocorrência de pedras, 
sendo comum o crescimento das espécies de Lippia neste tipo de solo (VICCINI et 
al., 2005). 
 A maioria das espécies deste gênero é utilizada pela população como 
remédios para o tratamento de doenças dos sistemas respiratório e gastrintestinal 
(MORTON, 1981 apud PASCUAL et al., 2001). Além disso, há relatos de que 
espécies desse gênero apresentaram atividades antimalárica (GASQUET et al., 
1993 apud PASCUAL et al., 2001), antiviral (ABAD et al., 1995 apud PASCUAL et 
al., 2001) e citostática (LÓPEZ et al., 1979; SLOWING BARILLAS, 1992; KLUEGER 
et al., 1997 apud PASCUAL et al., 2001). 
 A espécie Lippia microphylla Cham. (Figura 1) é encontrada apenas na 
Guiana e no Brasil (LEMOS et al., 1992 apud PASCUAL et al., 2001), sendo 
popularmente conhecida como “alecrim-do-mato” e “alecrim-de-tabuleiro”. Esta 
espécie é utilizada pela população na forma de decocto ou macerado em álcool 
como um antisséptico ou para o tratamento de doenças respiratórias, como 
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Fonte: Josean Fechine Tavares, 2007. 
 
 Botanicamente, esta espécie caracteriza-se por ser um arbusto muito 
ramificado e quebradiço, que mede de 2-3 m de altura. Apresenta folhas de cheiro 
forte e sabor picante, além de flores pequenas e esbranquiçadas (MATOS, 2000; 
LORENZI; MATOS, 2002; MATOS, 2002, apud ARAÚJO, 2011). Segundo Pascual 
et al. (2001), esta espécie pode ser chamada de L. microphylla Cham. & Schlecht, L. 
microphylla Mart. e Lantana microphylla Mart. 
 Algumas atividades farmacológicas para L. microphylla já são conhecidas a 
partir de dados da literatura, tais como: atividade antimicrobiana (LEMOS et al., 1992 
apud PASCUAL et al., 2001); atividade antioxidante para o extrato metanólico das 
partes aéreas e do caule (DAVID et al., 2007); atividade relaxante em aorta e 
traqueia de rato e potencial atividade gastrintestinal para o extrato etanólico das 
partes aéreas (ANTUNES et al., 2011; JACINTO et al., 2011), atividade antitumoral 
in vitro e in vivo (XAVIER, 2011) e mais recentemente, atividade espasmolítica em 
traqueia (OLIVEIRA et al., 2012) e íleo de cobaia (OLIVEIRA, 2013) para o óleo 
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 2.4 Óleos essenciais 
 
 Os óleos essenciais são compostos complexos, naturais e voláteis, límpidos, 
raramente coloridos, caracterizados por um forte odor e são produzidos por plantas 
aromáticas como metabólitos secundários. Eles podem ser sintetizados por todos os 
órgãos da planta como broto, flor, folha, caule, ramo, semente, fruto, raiz e casca, 
sendo armazenados em células secretoras, canais ou células da epiderme 
(BAKKALI et al., 2008). 
 É importante salientar que há variações na composição quanti e qualitativa 
destes produtos naturais a depender da composição química do solo (SANTOS 
et al., 2012), da fase de crescimento e maturação da planta (TAVARES et al., 2005), 
da sazonalidade da coleta (CERQUEIRA et al., 2009), da temperatura do ar de 
secagem do material vegetal (RADÜNZ et al., 2002), dentre outras variáveis. 
 Os óleos essenciais têm baixo peso molecular e são compostos por dois 
grupos de origem biossintética distinta: o principal grupo é formado por terpenos e o 
outro é constituído por componentes alifáticos e aromáticos. A atividade biológica 
apresentada pelo óleo essencial, geralmente, é gerada pelo componente majoritário, 
entretanto o complexo não pode ser desprezado, uma vez que pode haver 
sinergismo entre as substâncias constituintes do óleo (BAKKALI et al., 2008). 
 No Brasil, esses compostos vêm sendo fontes de substâncias potencialmente 
aplicáveis com propriedades biológicas, farmacológicas ou terapêuticas com 
resultados promissores. Produtos a base de óleo essencial foram recentemente 
lançados no mercado, a exemplo do Acheflan® (Cordia verbenacea DC.), que 
contém α-humuleno, sendo indicado topicamente para o tratamento de tendinite 
crônica e de dores miofaciais, e do Rowachol®, contendo borneol, α-pineno, cafeno, 
1,8-cineol, mentona e mentol, e que cuja indicação é para combater cálculos biliares, 
como colerético e colagogo (HENRIQUE; SIMÕES-PIRES; APEL, 2009). 
 Foram descritas atividades espasmolíticas para muitos óleos essenciais, como 
por exemplo, os obtidos de: Zingiber roseum e Satureja obovata em duodeno de rato 
(CRUZ et al., 1990; PRAKASH et al., 2006), Ocimum gratissimum e espécies do 
gênero Pelargoniums (Geraniaceae) em íleo de cobaia (LIS-BALCHIN; HART; 
ROTH, 1997; MAGALHÃES; LAHLOU; LEAL-CARDOSO, 2004; MADEIRA et al., 
2005), Pterodon polygalaeflorus em traqueia de rato (EVANGELISTA et al., 2007) 
Casimiroa pringlei em útero de rata (ZAVALA et al., 2008) e Xylopia langsdorfiana A. 
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St.-Hil. & Tul., Xylopia frutescens Aubl. e Rollinia leptopetala R. E. Fries em vários 
modelos de músculo liso (CORREIA, 2013). 
 Já para o óleo essencial extraído das folhas da espécie L. microphylla é 
relatado algumas atividades farmacológicas como antifúngica contra Rhizoctonia 
solani (SCHURT et al., 2012); bactericida contra Shigella flexneri, Escherichia coli, 
Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus, onde o componente majoritário 
encontrado foi o 1,8-cineol (RODRIGUES et al., 2011); vasorrelaxante em artérias 
mesentérica e aorta de rato (ARAÚJO, 2011) e espasmolítica em traqueia 
(OLIVEIRA et al., 2012) e íleo de cobaia (OLIVEIRA, 2013).  
 De acordo com a revisão realizada por Pascual et al. (2001), os principais 
constituintes do óleo essencial de L. microphylla são os monoterpenos 1,8-cineol, 
α-terpineol, terpinen-4-ol, metiltimol, sabineno, -terpineno e timol e os 
sesquiterpenos β-cariofileno e α-humuleno. Para o presente trabalho, a alíquota em 
estudo apresenta uma variedade de constituintes, sendo os majoritários o carvacrol 
e o timol, que isoladamente apresentam um teor de aproximadamente 32% para o 
carvacrol e 46% para o timol, e quando em conjunto somam quase 80% do total do 
óleo (Anexos 1 e 2). 
 Estes dois constituintes são isômeros de posição, sendo o carvacrol 
conhecido quimicamente como 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol e o timol como 
5-isopropil-2-metilfenol, possuem fórmula molecular C10H14O e massa molar de 
150,2 g/mol (Figura 2) (www.sigmaaldrich.com). 
 











(acessado em: 23 de agosto de 2013) 
 
 As atividades biológicas e farmacológicas descritas pela literatura para o 
carvacrol incluem: inseticida contra moscas domésticas através do antagonismo dos 
receptores nicotínicos da acetilcolina (TONG et al., 2012), anti-inflamatória por 
B A 
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redução de mediadores da inflamação e possível indução de mediadores 
anti-inflamatórios (LIMA et al., 2013), antinociceptiva (CAVALCANTE MELO et al., 
2012), redução da excitabilidade neuronal por bloqueio dos canais de sódio 
dependentes de voltagem (JOCA et al., 2012), vasorrelaxante em aorta torácica de 
rato (PEIXOTO-NEVES et al., 2010) e espasmolítica em íleo de cobaia (OLIVEIRA, 
2013). 
 Da mesma forma, é relatado para o timol algumas atividades farmacológicas 
como antimicrobiana de amplo espectro (DORMAN; DEANS, 2000; LAMBERT et al., 
2001 apud ARAÚJO, 2011), redução da atividade contrátil do tônus espontâneo do 
músculo liso estomacal e da veia porta de cobaias (BEER; LUKANOV; 
SAGORCHEV, 2007), espasmolítica em íleo e traqueia de ratos e aumento do 
transporte mucociliar em camundongos (BEGROW et al., 2010), vasorrelaxante em 
artérias aorta e mesentérica de ratos por bloqueio do influxo de Ca2+ através de 
canais de cálcio (PEIXOTO-NEVES et al., 2010; ARAÚJO, 2011) e espasmolítica em 
íleo de cobaia (OLIVEIRA, 2013). 
 
2.5 Regulação da contração e do relaxamento do músculo liso 
 
 Os produtos naturais são substâncias com atividades potencialmente 
terapêuticas sobre o músculo liso que é o principal tipo de músculo controlador da 
maioria dos sistemas de órgãos ocos do corpo, como vasos sanguíneos, estômago, 
intestinos, bexiga e vias aéreas. Sabendo-se dessa importância, há um grande 
interesse em se investigar produtos com ação espasmolítica, que são aqueles que 
reduzem o tônus dos músculos lisos inibindo a sua contração ou induzindo o seu 
relaxamento. A regulação/desregulação da contração do músculo liso desempenha 
um papel essencial em muitos processos fisiopatológicos, sendo o íon Ca2+ 
mediador de grande parte desses processos e das ações dos fármacos no 
organismo humano (WEBB, 2003). 
 Nesse sentido, o interesse em investigar óleos essenciais ou seus 
componentes majoritários com atividade sobre a musculatura lisa reside no fato de 
que substâncias com atividade espasmolítica têm uma vasta aplicação em vários 
processos fisiopatológicos, tais como: hipertensão, asma, arritmias cardíacas, 
diarreias, cólicas intestinais e uterinas e disfunção erétil (KIM et al., 2008). Além 
disso, como os mecanismos de contração e de relaxamento muscular envolvem 
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mobilizações de íons Ca2+ e este íon medeia grande parte das ações de substâncias 
no nosso organismo, o modelo do músculo liso se apresenta como meio 
relativamente simples e eficaz para se investigar mecanismos de ação de produtos 
que envolvem a sinalização intracelular do cálcio (WEBB, 2003). 
 Na busca por substâncias que interfiram na sinalização intracelular do Ca2+, o 
músculo liso se tornou uma alternativa para o desenvolvimento de técnicas que 
possibilitem essa investigação (KARAKI et al., 1997). Como um segundo 
mensageiro importante, o Ca2+ desempenha um papel essencial em uma grande 
variedade de processos biológicos, incluindo a regulação enzimática, a expressão 
gênica, o tráfego de proteína, a proliferação celular, a apoptose e a coordenação do 
acoplamento excitação-contração dos músculos esquelético, cardíaco e liso 
(CARAFOLI; BRINI, 2007). Em geral, existem duas fontes deste íon sinalizador na 
célula: uma extracelular que permite o influxo de Ca2+ para o citoplasma, através dos 
canais na membrana plasmática e outra intracelular representada pelos estoques 
internos, principalmente pelo retículo sarcoplasmático (RS) que libera Ca2+ para o 
citosol (MA; PAN, 2003). 
 A porta principal para a entrada do Ca2+ extracelular são os canais de cálcio 
dependentes de voltagem (CaV) (CATTERALL, 2000) presentes na membrana 
celular da maioria das células excitáveis (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2007). A 
entrada do cálcio no músculo liso visceral é controlada pelo potencial de membrana, 
uma vez que este determina a abertura dos CaV (SHMIGOL; EISNER; WRAY, 1998; 
WRAY et al., 2001). 
 O espasmo é caracterizado por uma contração muscular e este efeito pode 
ser revertido quando se impede alguma etapa do processo contrátil. O mecanismo 
de contração é predominantemente resultante de um aumento da concentração de 
cálcio citosólico ([Ca2+]c) que pode ser de origem externa, através de mudança no 
potencial de membrana e/ou indiretamente pela ligação dos agonistas aos seus 
receptores levando à abertura de canais de Ca2+ do tipo L (CaV-L) (CASTEELS; 
SUZUKI, 1980; NEILD; KOTECHA, 1987; NELSON; STANDEN; WORLEY, 1988). 
 Este aumento no conteúdo citosólico de Ca2+ promove contração e também 
está envolvido na proliferação celular do músculo liso (HILL-EUBANKS et al., 2011). 
A regulação funcional da [Ca2+]c, para dar início a uma resposta contrátil no músculo 
liso depende de dois estímulos que levam a dois tipos de acoplamentos: o 
acoplamento eletromecânico, que está envolvido com a mudança do potencial de 
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membrana (Vm) e o acoplamento fármaco-mecânico, que acontece quando a 
contração promovida por um agonista é maior que a observada só com a mudança 
do Vm (REMBOLD, 1992). 
 O acoplamento eletromecânico promove a resposta contrátil devido a uma 
despolarização de membrana diretamente associada ao aumento da concentração 
extracelular de potássio ([K+]e) ou indiretamente pela ligação dos agonistas aos seus 
receptores levando à abertura de CaV na membrana plasmática, causando um 
aumento de Ca2+ citosólico e, consequentemente, a contração (REMBOLD, 1996). 
 A família dos canais de Ca2+ possui 10 tipos de CaV, classificados segundo 
sua sequência primária de aminoácidos e suas funções fisiológicas, subdivididos em 
três subfamílias: 1) CaV1 ou CaV-L (CaV1.1, CaV1.2, CaV1.3 e CaV1.4) – sensíveis à 
di-hidropiridinas, ativados por alta voltagem e os principais envolvidos no 
acoplamento excitação-contração; 2) CaV2 ou CaV-P/Q (CaV2.1); CaV-N (CaV2.2); 
CaV-R (CaV2.3) – insensíveis à di-hidropiridinas, sensíveis à alta voltagem e à 
toxinas de aranha e caramujo marinho (ω-agatoxina, ω-conotoxin e SNX-482), são 
expressos principalmente em neurônios; 3) CaV3 ou CaV-T (CaV3.1, CaV3.2 e 
CaV3.3) – ativados por baixa voltagem, insensíveis à di-hidropiridinas e às toxinas de 
aranha e caramujo marinho, são transitórios e expressos em vários tipos celulares, 
onde estão envolvidos na formação do potencial de ação com padrões repetitivos 
(CATTERALL, 2011). 
 A subfamília dos CaV1, que são alvos de bloqueadores de canais de Ca
2+ 
usados na terapêutica (nifedipino e verapamil), é amplamente expressa nas células 
musculares cardíacas e lisas (WATERMAN, 2000). 
 O acoplamento fármaco-mecânico da contração (Figura 3) ocorre quando um 
agonista como carbacol ou ocitocina, se liga a seus respectivos receptores 
acoplados à proteína G (GPCRs) e ativa a cascata do inositol, através da proteína 
Gq ou G11, cuja subunidade  ativa a fosfolipase C β1 (PLCβ1) e, consequentemente, 
promove a hidrólise de fosfolipídios presentes na membrana do tipo 4,5-bisfosfato de 
fosfatidilinositol (PIP2), formando o 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol 
(DAG) (BILLINGTON; PENN, 2003; BERRIDGE, 2008). O IP3 estimula a liberação de 
Ca2+ do RS (principal fonte de Ca2+ intracelular) por sua ligação aos receptores de 
IP3 (IP3R), que são canais de Ca
2+ ativados pelo IP3. Além disso, no RS há os 
receptores de rianodina (RyR), que são canais de Ca2+ ativados pelo próprio Ca2+ e 
são sensíveis à cafeína. O Ca2+ previamente liberado via IP3R ativa o RyR num 
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processo denominado de liberação de Ca2+ induzida pelo Ca2+ (CICR). Ambos os 
receptores permitem a liberação de Ca2+ do RS para o citosol aumentando a [Ca2+]c 
(DELLIS et al., 2006; MCHALE et al., 2006). A liberação de Ca2+ do RS induz a 
translocação da proteína cinase C (PKC) para a membrana plasmática, onde esta é 
ativada pelo DAG. Várias isoformas de PKC já foram encontradas no músculo liso, 
onde a ativação dessas cinases leva a fosforilação de proteínas-alvo específicas, 
como os CaV presentes na membrana plasmática ativando-os, promovendo o influxo 
de Ca2+ (BERRIDGE, 2009a).  
 
Figura 3 – Esquema do mecanismo fármaco-mecânico da contração no músculo liso pela 
ativação da via Gq/11-PLCβ1. 
Fonte: Adaptado de CORREIA, 2013. 
1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática; 2) As 
proteínas Gq/11 trocam GDP por GTP na sua subunidade α (não mostrado na figura), 
tornando-se ativas; 3) A subunidade αq/11-GTP ativa a enzima PLCβ1; 4) A PLCβ1 cliva o 
lipídio de membrana PIP2 em IP3 e DAG; 5) O IP3 migra pelo citoplasma e ativa o IP3R 
presente na membrana do RS, liberando o Ca2+ dos estoques; 6) O Ca2+ liberado ativa o 
RyR, fazendo com que mais Ca2+ seja liberado para o citoplasma; 7) O Ca2+ que foi liberado, 
juntamente com o DAG ativam a PKC; 8) A PKC ativada fosforila os CaV1 promovendo o 
influxo de Ca2+ através dos mesmos; 9) O aumento da [Ca2+]c aumenta a afinidade pela CaM 
formando o complexo 4Ca2+-CaM e ativa a MLCK; 10) A MLCK ativada fosforila a MLC que 
interage com os filamentos da actina, desencadeando a contração do músculo liso. As 
definições das abreviaturas estão presentes na lista de abreviaturas e no texto.  
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 O Ca2+ quando em quantidades elevadas no meio citoplasmático liga-se a 
CaM formando o complexo 4Ca2+-CaM que ativa a cinase da cadeia leve da miosina 
(MLCK). O complexo 4Ca2+-CaM-MLCK constitui a forma ativa da MLCK, que tem 
como função fosforilar a cadeia leve da miosina (MLC) e esta fosforilação permite o 
desencadeamento do mecanismo de ciclização das pontes cruzadas entre os 
filamentos da actina e da miosina favorecendo um deslizamento entre estes 
filamentos, com o consequente desenvolvimento da contração (SOMLYO; SOMLYO, 
1994 e 2003).  
 Se o aumento na [Ca2+]c gera a contração muscular, consequentemente o 
relaxamento ocorre, em parte, por diminuição dos níveis deste íon no meio citosólico 
(SOMLYO; SOMLYO, 1994). Esta diminuição na [Ca2+]c pode ocorrer por um 
mecanismo eletromecânico, caracterizado pela repolarização ou pela 
hiperpolarização da membrana, ou ainda, pelo mecanismo fármaco-mecânico, que 
se dá pela ativação de receptores de membrana e inibição das vias bioquímicas que 
levam a contração (WOODRUM; BROPHY, 2001). 
 O acoplamento eletromecânico envolve a abertura de canais de K+, que 
desempenham um papel chave na regulação do potencial de repouso da membrana 
e na excitabilidade celular, sendo que a contração no músculo liso depende do 
balanço entre o aumento da condutância ao K+, gerando uma 
repolarização/hiperpolarização, e a diminuição de sua condutância que gera uma 
despolarização (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Os canais de K+ conduzem 
íons K+ através da membrana plasmática a favor do seu gradiente eletroquímico, ou 
seja, do meio intra para o meio extracelular (MACKINNON, 2003), mantendo o 
potencial de membrana das células no estado de repouso próximo ao do potencial 
de equilíbrio do K+ (cerca de -90 mV) (VOGALIS, 2000). A atividade desses canais 
pode ser regulada por voltagem, por Ca2+ ou por neurotransmissores, e pelas vias 
de sinalização que os estimulam (ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 2011). 
 O acoplamento fármaco-mecânico promove o relaxamento do músculo liso 
(Figura 4) via GPCR acoplado à proteína Gs, cuja subunidade  ativa a ciclase de 
adenilil (AC) que converte o trifosfato de adenosina (ATP) em monofosfato cíclico de 
adenosina (cAMP). Além disso, a geração de óxido nítrico (NO) tanto dos nervos 
como das células musculares lisas, estimula a atividade da ciclase de guanilil solúvel 
(sGC) que induz a formação de monosfofato cíclico de guanosina (cGMP) 
(MURTHY, 2006). O aumento nos níveis citosólicos de cAMP e cGMP nas células 
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musculares lisas é considerado um dos mais importantes mecanismos que medeiam 
seu relaxamento sob condições fisiológicas (PUETZ; LUBOMIROV; PFITZER, 2009). 
O cAMP e o cGMP (em baixas concentrações) ativam seletivamente as 
proteínas cinases dependentes de cAMP (PKA) e de cGMP (PKG), respectivamente. 
Entretanto, quando as concentrações citoplasmáticas de cAMP estão elevadas pode 
haver ativação cruzada da proteína cinase e, consequentemente, cAMP ativa a 
PKG. Além disso, a ativação da PKG pelo cGMP gradualmente aumenta a afinidade 
do cAMP pela PKG (MURTHY, 2006).  
 
Figura 4 – Esquema do mecanismo fármaco-mecânico do relaxamento no músculo liso pela 
ativação da via Gs-AC-PKA e NO-sGC-PKG.  
Fonte: Adaptado de CORREIA, 2013. 
1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmática; 2)nA proteína 
Gs troca GDP por GTP na sua subunidade α (não mostrado na figura), tornando-se ativa; 
3)jA subunidade αs-GTP ativa a AC; 4) A AC converte o ATP em cAMP; 5) O NO gerado 
tanto dos nervos como das células musculares lisas, estimula a atividade da sGC; 6)nA sGC 
converte o GTP em cGMP; 7) Os nucleotídios cíclicos, cAMP e cGMP ativam suas 
respectivas proteínas cinases, PKA e PKG. Ambas as proteínas cinases fosforilam vários 
substratos: 8) Ativam os canais de K+; 9) Inibem os CaV; 10) Aumentam a atividade da 
SERCA e da PMCA; 11) Ativam o trocador Na+/Ca2+; Todos esses mecanismos diminuem a 
[Ca2+]c e 12) Inibem a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo 4Ca
2+-CaM impedindo a ativação 
da MLC e, consequentemente, sua interação com os filamentos da actina, promovendo o 
relaxamento do músculo liso. As definições das abreviaturas estão presentes na lista de 
abreviaturas e no texto. 
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 Assim, ambas as proteínas cinases fosforilam vários substratos, levando a: 1) 
ativação de canais de K+, que indiretamente, por repolarização ou hiperpolarização, 
causam a desativação dos CaV; 2) inibição dos CaV, causando uma redução da 
[Ca2+]c por diminuir o influxo de Ca
2+ (REMBOLD, 1996; MAKHLOUF; MURTHY, 
1997); 3) um aumento na atividade da Ca2+-ATPase tanto do RS (SERCA) como da 
membrana plasmática (PMCA), aumentando assim o sequestro e a extrusão de 
Ca2+, respectivamente, diminuindo a [Ca2+]c; 4) diminuição da [Ca
2+]c por ativação do 
trocador Na+/Ca2+ (BLAUSTEIN, 1989) e 5) inibição da MLCK, reduzindo sua 
afinidade pelo 4Ca2+-CaM, impedindo a fosforilação da MLC e, consequentemente, 
do processo contrátil (REMBOLD, 1992). 
 Os mecanismos envolvidos no trabalho de parto prematuro ainda não estão 
totalmente esclarecidos. Podem estar associados com a ativação prematura do 
processo fisiológico de contração ou com um fator patológico responsável pelas 
contrações uterinas, o que levaria a um parto prematuro. A contratilidade do 
miométrio é um processo complexo, baseado no funcionamento dos miócitos e 
envolve a presença de receptores hormonais e canais de íons. Sendo assim, um 
aumento na concentração de cálcio intracelular é essencial para a contração do 
músculo liso uterino (HUBINONT; DEBIEVE, 2011). 
 Alguns fármacos tocolíticos já estão disponíveis há décadas, mas suas ações 
são dirigidas para os efeitos e não para as causas do trabalho de parto prematuro. 
Suas eficácias dependem de um diagnóstico precoce e preciso da doença através 
do teste positivo da fibronectina fetal e de ultrassonografia do colo uterino. Entre as 
classes utilizadas para prevenir o trabalho de parto prematuro podemos citar: 
antagonistas dos receptores de ocitocina (atosibano), agonistas dos receptores 
adrenérgicos β2 (ritodrina) e bloqueadores dos canais de cálcio (nifedipino) 
(HUBINONT; DEBIEVE, 2011). 
 É fato que já se têm muitos medicamentos espasmolíticos na terapêutica, 
porém a relevância deste estudo reside na utilização da musculatura lisa uterina 
como modelo animal e da utilização do óleo essencial de Lippia microphylla Cham., 
assim como dos seus constituintes majoritários carvacrol e timol, visto que a 
literatura não relata atividades desses produtos no referido órgão e que os mesmos 
compostos apresentam atividade espasmolítica em outros modelos animais 
(BEGROW et al., 2010; PEIXOTO-NEVES et al., 2010; ARAÚJO, 2011; OLIVEIRA, 
2013), tendo a finalidade de ampliar a utilização dessa espécie. 
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 Contribuir para o estudo farmacológico da família Verbenaceae, em particular 
da espécie Lippia microphylla Cham. com a finalidade de descobrir drogas com 
potencial terapêutico tocolítico ou que atuem como ferramentas farmacológicas. 
 Investigar e comparar o efeito tocolítico do óleo essencial das folhas de 
L. microphylla (LM-OE) com o de seus constituintes majoritários isolados, 





 Avaliar o efeito tocolítico do LM-OE, do carvacrol, do timol e da mistura 
timol-carvacrol frente às contrações fásicas induzidas por carbacol ou por 
ocitocina em útero isolado de rata; 
 Investigar o mecanismo de ação tocolítica do produto-teste que apresentar 
maior eficácia e/ou potência farmacológicas: 
o Avaliar o efeito relaxante do produto-teste sobre o componente tônico; 
o Avaliar a participação dos CaV no efeito tocolítico do produto-teste; 






























































4 Material e Métodos
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4.1.1 Material Botânico  
 
 A espécie Lippia microphylla Cham. foi coletada no município de Serra 
Branca, estado da Paraíba. O material botânico foi identificado pela Profa. Dra. 
Maria de Fátima Agra, do setor de Botânica do Programa de Pós-graduação em 
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB), do Centro de Ciências da 
Saúde (CCS), da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). Uma exsicata da planta 
está depositada no Herbário Prof. Lauro Pires Xavier (JPB), da UFPB sob código de 




 Foi utilizado o óleo essencial de Lippia microphylla Cham. (LM-OE), que foi 
obtido de suas folhas, caracterizado por José Guilherme S. Maia e por Eloisa Helena 
A. Andrade da Faculdade de Engenharia Química da Universidade Federal do Pará 
(Anexos 1 e 2) e gentilmente cedido pela equipe do Prof. Dr. Josean Fechine 
Tavares do setor de Fitoquímica do PPgPNSB/CCS/UFPB. Também foram utilizados 
os constituintes majoritários do óleo, carvacrol e timol, obtidos da Sigma-Aldrich 
(Brasil) com pureza igual ou superior a 99,5%. 
 
4.1.3 Animais  
 
 Eram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) virgens pesando entre 
150-250 g, provenientes do Biotério Prof. Thomas George do Centro de 
Biotecnologia (CBiotec)/UFPB. 
 Antes dos experimentos os animais eram mantidos sob rigoroso controle 
alimentar com uma dieta balanceada a base de ração tipo pellets (Labina®) com livre 
acesso a água, com ventilação e temperatura (21  1 C) controladas e constantes, 
submetidos diariamente a um ciclo claro-escuro de 12 horas, sendo o período claro 
das 06 às 18 horas. Os experimentos eram realizados entre 08 e 20 horas no 
Laboratório de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas do 
PPgPNSB/CCS/UFPB. Todos os procedimentos experimentais foram realizados 
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seguindo os princípios de cuidados com animais submetidos e aprovados pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA (Certidão Nº 1005/13) do CBiotec 
(Anexo 3). 
 
4.1.4 Drogas e Reagentes 
 
 O cloreto de cálcio di-hidratado (CaCl2.2H2O), o bicarbonato de sódio 
(NaHCO3), o cloreto de magnésio hexa-hidradado (MgCl2.6H2O) e a glicose 
(C6H12O6) foram adquiridos da Vetec (Brasil). O cloreto de sódio (NaCl) e o cloreto 
de potássio (KCl) foram adquiridos da Química Moderna (Brasil). Estas substâncias, 
exceto a C6H12O6, o NaCl e o NaHCO3, eram dissolvidas e diluídas em água 
destilada para obtenção de cada solução-estoque que foram mantidas sob 
refrigeração. 
 O cloridrato de carbamilcolina (CCh) e a ocitocina foram obtidos da Merck 
(Brasil) e da União Química (Brasil), respectivamente, e mantidos em um “freezer”. 
Ambos eram dissolvidos e diluídos em água destilada para obtenção das 
soluções-estoque (10-2 M e 10-2 UI/mL, respectivamente) que eram mantidas a 0 °C 
em refrigerador. A solução-estoque de CCh era diluída em água destilada para 
obtenção de concentrações apropriadas a cada protocolo experimental.  
 O óleo de castor (Cremophor®), o 1,4-diidro-2,6-dimetil-5-nitro-4-[2-
(trifluorometil)fenil]3-piridina carboxílico ácido metil éster (S-(-)-Bay K8644), o cloreto 
de césio (CsCl) e o dietilestilbestrol foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Estas 
substâncias, exceto o Cremophor® eram mantidas em um “freezer” à temperatura de 
-20 °C. O S-(-)-Bay K8644 e o CsCl eram dissolvidos em água destilada e o 
dietilestilbestrol em álcool etílico absoluto.  
 O ácido clorídrico P.A. (HCl) foi obtido da Nuclear (Brasil), o hidróxido de sódio 
(NaOH) e o álcool etílico absoluto foram obtidos da Fmaia (Brasil). A mistura 
carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) foi adquirida da White Martins (Brasil). 
 
4.1.5 Soluções nutritivas 
 
 O pH das soluções nutritivas, cujas composições estão descritas a seguir, era 
ajustado para 7,4 com HCl ou NaOH 1N. 
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 Locke Ringer (mM) – NaCl (154,0); KCl (5,6); CaCl2 (2,2); MgCl2 (2,1); 
C6H12O6 (5,6); NaHCO3 (6,0) (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997). 
 Locke Ringer nominalmente sem Ca2+ (mM) – NaCl (154,0); KCl (5,6); 
MgCl2 (2,1); C6H12O6 (5,6); NaHCO3 (6,0) (REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 
1997). 
 
4.1.6 Preparo das soluções dos produtos-teste 
 
4.1.6.1 Preparo da solução do óleo essencial de Lippia microphylla Cham. 
  
 O LM-OE era solubilizado em Cremophor® (3% v/v) e diluído em água 
destilada para obtenção da solução de partida (10 mg/mL). Esta solução era feita 
diariamente antes de cada experimento, uma vez que os óleos essenciais 
caracterizam-se pela presença de compostos voláteis. De acordo com a 
necessidade de cada protocolo experimental a solução era novamente diluída em 
água destilada. A concentração final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 
0,01% (v/v). Nesta concentração, o mesmo é desprovido de efeito contrátil ou 
relaxante significante no órgão estudado, de acordo com dados obtidos em 
experimentos anteriores.  
 As concentrações do LM-OE eram utilizadas em múltiplos de 3 a fim de se 
obter as concentrações que produzissem de 0 a 100% do seu efeito. 
 
4.1.6.2 Preparo das soluções-estoque do carvacrol, do timol e da mistura 
timol-carvacrol 
 
 Assim como o LM-OE, o carvacrol e o timol eram solubilizados em 
Cremophor® (3% v/v) e diluídos em água destilada para obtenção das suas soluções 
de partida (10-2 M). Já a solução da mistura timol-carvacrol (1,46:1) era preparada de 
acordo com as concentrações em que o carvacrol (31,74%) e o timol (46,52%) se 
encontram no LM-OE. O cálculo era feito a partir de uma regra de três simples, onde 
a soma das percentagens individuais dos constituintes no óleo era considerada 
100% e a percentagem de cada um “x”. Dessa forma, para a preparação de 1 mL da 
solução-estoque da mistura timol-carvacrol 10-2 M eram utilizados 405 µL da solução 
10-2 M de carvacrol e 595 µL da solução 10-2 M de timol. 
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 A concentração final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v). 
As concentrações de 3 x 10-5 e 10-4 M eram utilizadas como concentrações-teste 
para avaliar o efeito do carvacrol, do timol e da mistura timol-carvacrol. Se na 
concentração de 3 x 10-5 M o efeito relaxante fosse superior a 50% e na 
concentração de 10-4 M este efeito atingisse mais que 75%, as concentrações eram 




 Para o registro das contrações isotônicas, o útero era suspenso em cubas de 
banho para órgãos isolados de 5 mL e conectados a uma alavanca isotônica de 
inscrição frontal a cilindros esfumaçados de um quimógrafo DTF (São Paulo, SP, 
Brasil). As cubas estavam acopladas a uma bomba termostática modelo Polystat 
12002 Cole-Palmer (Vernon Hills, IL, EUA) para controle da temperatura. 
As contrações isométricas eram registradas, com o útero suspenso em cubas 
de banho para órgãos isolados de 6 mL modelo BOI-04 e conectados a transdutores 
de força isométricos modelo TIM 05 acoplados a um amplificador modelo 
AECAD04F. Este por sua vez estava conectado a um sistema digital com os 
softwares AQCAD versão 2.3.7, para aquisição dos dados, e ANCAD para análise. 
O sistema continha uma bomba termostática modelo BT-60 que controlava a 
temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos da AVS Projetos (São 
Paulo, SP, Brasil). 
 Os valores de pH eram aferidos através de um pHmetro digital modelo 
PG2000 versão 4.3 (GEHAKA, São Paulo, SP, Brasil). 
 As substâncias eram pesadas em balança analítica modelo AG 200 e os 
animais em balanças semianalíticas modelos BG 4000 e BG 4001 (GEHAKA, São 













4.2.1 Investigação do efeito tocolítico do óleo essencial de Lippia microphylla 
Cham. e dos seus constituintes majoritários carvacrol e timol 
 
4.2.1.1 Efeito do LM-OE, do carvacrol, do timol e da mistura timol-carvacrol 
frente às contrações fásicas induzidas por CCh ou por ocitocina em útero 
isolado de rata 
 
 As ratas eram tratadas 24 horas antes com dietilestilbestrol (1 mg/kg) por via 
subcutânea para indução do estro. Decorrido este tempo, eram eutanasiadas por 
deslocamento cervical seguido da secção dos vasos cervicais. A cavidade 
abdominal era aberta, o útero era retirado e colocado em um Becker contendo 
solução nutritiva de Locke Ringer sob aeração com carbogênio (Adaptado de 
REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997; MEDEIROS, 2006).  
 Em papel absorvente embebido em solução fisiológica, o útero era dissecado 
para retirada de todo o tecido conjuntivo e adiposo. Em seguida os dois cornos 
uterinos eram separados por meio de uma incisão, abertos longitudinalmente e 
suspensos verticalmente em cubas de banho para órgãos isolados, contendo 
solução nutritiva, aquecidas à 32 ºC e aeradas com carbogênio. Estes tecidos eram 
mantidos sob tensão de 1 g e permaneceram em repouso por 40 minutos, tempo 
necessário para perfeita estabilização da preparação e durante este período a 
solução nutritiva era trocada a cada 10 minutos (REVUELTA; CANTABRANA; 
HIDALGO, 1997).  
 Após o período de estabilização, era obtida uma contração isotônica com 
60 mM de KCl para verificar a funcionalidade do órgão e, após 15 minutos duas 
contrações isotônicas de magnitudes similares, com intervalo de 15 minutos entre 
ambas, eram obtidas com 10-5 M de CCh ou com 10-2 UI/mL de ocitocina 
(concentrações submáximas que produzem cerca de 80% da resposta máxima dos 
agonistas). O LM-OE, o carvacrol, o timol e a mistura timol-carvacrol eram incubados 
individualmente, por 5 minutos em preparações distintas e, na presença destes era 
induzida uma terceira contração por um dos agonistas acima citados.  
 A inibição da resposta contrátil ao CCh ou à ocitocina era avaliada por 
comparação das curvas-controle com a curva-resposta obtida após a adição dos 
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produtos. Os valores da concentração dos produtos-teste que inibem 50% do efeito 
máximo produzido por um agonista (CI50) foram calculados por regressão não linear. 
  
4.2.2 Investigação do mecanismo de ação tocolítica do óleo essencial de Lippia 
microphylla Cham. em útero isolado de rata 
 
4.2.2.1 Efeito tocolítico do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 
KCl ou por ocitocina 
 
 O útero era montado como descrito no item anterior. Após o período de 
estabilização, uma contração submáxima era induzida por 60 mM de KCl ou por 
10-2 UI/mL de ocitocina e durante a fase tônica sustentada, o LM-OE era adicionado 
de maneira cumulativa à cuba em preparações diferentes.  
 O relaxamento era expresso como a percentagem reversa da contração inicial 
produzida pelos agentes contráteis. Os valores da concentração do LM-OE que 
produzem 50% do seu efeito máximo (CE50) foram calculados por regressão não 
linear e expressos como a média  erro padrão da média (e.p.m.) dos valores 
individuais da CE50.  
 
4.2.2.2 Avaliação da participação dos canais de cálcio dependentes de 
voltagem (CaV) no efeito relaxante do LM-OE 
 
4.2.2.2.1 Efeito tocolítico do LM-OE frente às contrações induzidas por CaCl2 
em meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca2+ 
  
 O útero era montado como descrito no item 4.2.1.1. Após um período de 
estabilização do útero por 30 minutos, a solução de Locke Ringer era substituída 
pela solução Locke Ringer nominalmente sem Ca2+, que era mantida até o final do 
experimento. Depois de 30 minutos era adicionado 60 mM de KCl e após 10 minutos 
era induzida uma curva concentração-resposta cumulativa ao CaCl2. A preparação 
era lavada com solução fisiológica e esperava-se o retorno a linha de base (em torno 
de 1 hora), após esse tempo era adicionado 60 mM de KCl por 10 minutos, em 
seguida o LM-OE era incubado por 15 minutos e na presença deste era obtida uma 
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segunda curva concentração-resposta cumulativa ao CaCl2 (Adaptado de 
REVUELTA; CANTABRANA; HIDALGO, 1997).  
Os resultados eram avaliados comparando-se a percentagem da resposta 
contrátil na presença do óleo essencial com aquela obtida pela amplitude máxima da 
curva-controle (100%) na ausência do LM-OE. O tipo de antagonismo exercido pelo 
LM-OE foi avaliado com base na análise dos valores de CE50 e do efeito máximo 
(Emax) do CaCl2 calculado a partir das curvas concentrações-resposta, na ausência e 
na presença do óleo essencial. 
 
4.2.2.2.2 Efeito tocolítico do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 
S-(-)-Bay K8644 
 
 O útero era montado como descrito no item 4.2.1.1. Após o período de 
estabilização em solução de Locke Ringer, o útero era parcialmente despolarizado 
pela adição de 15 mM de KCl por 10 minutos (CONTE-CAMERINO et al., 1987) e 
em sua presença era induzida uma contração por 3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644 
(CALIXTO; RAE, 1991) um agonista seletivo dos CaV do tipo L ou CaV1 (SPEDDING; 
PAOLETTI, 1992). Durante a estabilização da fase tônica dessa contração o LM-OE 
era adicionado de maneira cumulativa. O relaxamento era expresso como a 
percentagem reversa da contração inicial produzida pelo S-(-)-Bay K8644. Os 
valores de CE50 foram calculados conforme descrito anteriormente. 
 
4.2.2.3 Avaliação do envolvimento dos canais de potássio no efeito relaxante 
do LM-OE 
 
4.2.2.3.1 Efeito do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina 
na ausência e na presença de CsCl 
 
 O útero era montado como descrito no item 4.2.1.1. Após o período de 
estabilização, era adicionado à cuba 5 mM de CsCl, um bloqueador não seletivo dos 
canais de K+ (LATORRE et al., 1989) , após 20 minutos na presença do bloqueador 
era induzida uma contração por 10-2 UI/mL de ocitocina e sob o componente tônico 
dessa contração era adicionado o LM-OE de forma cumulativa. O relaxamento 
produzido pelo LM-OE era expresso como a percentagem reversa da contração 
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inicial induzida pelo agonista. Os valores de CE50 do óleo foram calculados a partir 
das curvas concentrações-resposta na presença do bloqueador e comparados com 
os valores de CE50 do LM-OE na ausência do bloqueador. 
 
4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Todos os resultados obtidos eram expressos como a média e o e.p.m., e 
analisados estatisticamente empregando-se o teste t não pareado ou análise de 
variância (ANOVA) “one-way” seguido do pós-teste de Bonferroni. A hipótese nula 
era rejeitada quando o valor de p < 0,05. 
 Os valores de CE50, de CI50 (NEUBIG et al., 2003) e do coeficiente de 
correlação linear (R2) foram calculados por regressão não linear para todos os 
experimentos realizados.  
Para possibilitar a comparação dos valores de Emax entre o LM-OE e os 
constituintes majoritários isolados e em mistura converteram-se os valores de molar 
(M) para microgramas por mililitro (µg/mL) a partir da equação: 
C = MM x M x 103 
Onde: C é a concentração em µg/mL, MM é o peso molecular da substância, 
M é a concentração em molar e 103 é o fator de correção para esta equação, visto 
que sem ele C é expresso em g/L. 
 Todos os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versão 
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5.1 Investigação do efeito tocolítico do óleo essencial de Lippia microphylla 
Cham. e dos seus constituintes majoritários carvacrol e timol 
 
5.1.1 Efeito do LM-OE, do carvacrol, do timol e da mistura timol-carvacrol frente 
às contrações fásicas induzidas por CCh ou por ocitocina em útero isolado de 
rata 
 
 O LM-OE (n = 5) antagonizou, de maneira significante e dependente de 
concentração, as contrações fásicas induzidas por 10-5 M de CCh (1-81 µg/mL) ou 
por 10-2 UI/mL de ocitocina (3-243 µg/mL), sendo cerca de 4,5 vezes mais potente 
em inibir as contrações induzidas por CCh (CI50 = 7,8 ± 1,3 µg/mL, 
R2 = 0,98 ± 0,005, Gráfico 1A) quando comparado com a ocitocina 
(CI50 = 35,1 ± 4,9 µg/mL, R
2 = 0,99 ± 0,001, Gráfico 1B). O óleo atingiu o Emax com a 
concentração de 81 e 243 µg/mL frente aos agonistas CCh e ocitocina, 
respectivamente (Emax = 100%) mostrando eficácia equivalente em relaxar o útero 
isolado de rata. 
 Enquanto que o carvacrol, o timol e a mistura timol-carvacrol (10-4 M, n = 3) 
antagonizaram as contrações fásicas induzidas por 10-5 M de CCh com baixa 
eficácia (Emax = 41,4 ± 10,3; 35,4 ± 8,3 e 56,5 ± 9,2%, Gráficos 2A, 3A e 4A, 
respectivamente). Já quando as contrações eram induzidas por 10-2 UI/mL de 
ocitocina, apenas o timol e a mistura timol-carvacrol apresentaram efeito inibitório 
(Emax = 38,8 ± 4,8 e 69,8 ± 2,4%, respectivamente) em útero de rata (Gráficos 2B, 3B 
e 4B). 
Os constituintes majoritários isolados quando comparados entre si, e entre a 
mistura timol-carvacrol diferiram estatisticamente, apenas frente ao agonista 
ocitocina, sendo a mistura mais eficaz que os compostos isolados (Tabela 1). 
 O efeito inibitório produzido por todos os produtos testados foi revertido em 
até duas horas após a lavagem da preparação com solução fisiológica, sendo a 
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Gráfico 1 – Efeito relaxante do LM-OE frente às contrações fásicas induzidas por 10-5 M de 















































As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). 
ANOVA “one-way” seguido do pós-teste de Bonferroni. *p < 0,05 e ***p < 0,001 (controle vs. 
LM-OE). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 2 – Efeito relaxante do carvacrol frente às contrações fásicas induzidas por 10-5 M 
de CCh (A) e por 10-2 UI/mL de ocitocina (B) em útero isolado de rata. 
 













































As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 3). 
ANOVA “one-way” seguido do pós-teste de Bonferroni. *p < 0,05 (controle vs. carvacrol). 
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Gráfico 3 – Efeito relaxante do timol frente às contrações fásicas induzidas por 10-5 M de 














































As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 3). 
ANOVA “one-way” seguido do pós-teste de Bonferroni. *p < 0,05 e **p < 0,01 (controle vs. 
timol). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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Gráfico 4 – Efeito relaxante da mistura timol-carvacrol frente às contrações fásicas 















































As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 3). 
ANOVA “one-way” seguido do pós-teste de Bonferroni. **p < 0,01 e ***p < 0,001 
(controle vs. timol-carvacrol). 
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Tabela 1 – Valores de Emax (%) do LM-OE, do carvacrol, do timol e da mistura timol-carvacrol 
frente às contrações fásicas induzidas por 10-5 M de CCh e por 10-2 UI/mL de ocitocina em 




[µg/mL] CCh (n) [µg/mL] OCI (n) 
LM-OE 81 100 (5) 243 100 (5) 
Carvacrol1 15 41,4 ± 10,3 (3) 15 9,2 ± 5,2 (3) 
Timol1 15 35,4 ± 8,3 (3) 15 38,8 ± 4,8 (3)a 
Timol-carvacrol (1,46:1)1 15 56,5 ± 9,2 (3) 15 69,8 ± 2,4 (3)b,c 
 
1A conversão dos valores da concentração dos constituintes majoritários isolados e em 
mistura de 10-4 M para 15 µg/mL foi feita de acordo com a equação C = MM x M x 103, 
descrita no item 4.3. 
 
Teste t; ap < 0,05 [carvacrol (OCI) vs. timol (OCI)]; bp < 0,001 [carvacrol (OCI) vs. 
timol-carvacrol (OCI)]; cp < 0,01 [timol (OCI) vs. timol-carvacrol (OCI)]; n = número de 
experimentos (animais). 
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5.2 Investigação do mecanismo de ação tocolítica do óleo essencial de Lippia 
microphylla Cham. em útero isolado de rata 
 
5.2.1 Efeito tocolítico do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por KCl 
ou por ocitocina 
 
 O LM-OE (n = 5) relaxou de maneira significante o útero de rata pré-contraído 
com 60 mM de KCl (0,003-81 μg/mL) ou com 10-2 UI/mL de ocitocina 
(0,003-27 μg/mL) (Figura 5A e 5B e Gráfico 5). Analisando os valores de CE50, 
observou-se que o óleo foi equipotente em relaxar as contrações tônicas induzidas 
por KCl (CE50 = 5,0 ± 0,8 μg/mL e R
2 = 0,96 ± 0,008) ou por ocitocina 
(CE50 = 2,7 ± 0,8 μg/mL e R
2 = 0,88 ± 0,03) (Tabela 2). 
 Os valores de Emax do LM-OE foram atingidos na concentração de 81 µg/mL 
para as contrações induzidas por KCl (Emax = 98,8 ± 0,8%) e de 27 µg/mL para as 

































Figura 5 – Registros típicos do efeito relaxante do LM-OE sobre as contrações tônicas 






























As setas para baixo representam a adição cumulativa do LM-OE nas concentrações de 
0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e de 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 
e 27 µg/mL (B), OCI = ocitocina. 
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Gráfico 5 – Efeito relaxante do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 60 mM de 

























Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5).  
 





Tabela 2 – Valores de Emax (%) e de CE50 (µg/mL) do LM-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 60 mM de KCl e por 10-2 UI/mL de ocitocina em útero isolado de rata (n = 5). 
 
Agentes contráteis Emax (%) CE50 (µg/mL) 
KCl 98,8 ± 0,8 5,0 ± 0,8 
Ocitocina 100 2,7 ± 0,8 
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5.2.2 Avaliação da participação dos canais de cálcio dependentes de voltagem 
(CaV) no efeito relaxante do LM-OE 
 
5.2.2.1 Efeito tocolítico do LM-OE frente às contrações induzidas por CaCl2 em 
meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca2+ 
 
 O LM-OE (9-243 µg/mL, n = 5) inibiu de maneira dependente de concentração 
e significante as contrações cumulativas induzidas pelo aumento extracelular de 
CaCl2 em meio despolarizante (KCl 60 mM) nominalmente sem Ca
2+. As curvas 
cumulativas controle do CaCl2 foram desviadas para direita de forma não paralela e 
com redução do Emax de 100% para 87,8  1,6; 71,5  7,9; 34,3  4,4 e 11,7  2,8%, 
respectivamente (Gráfico 6). Os valores de CE50 do CaCl2 passaram de 
7,1 ± 0,4 x 10-4 M (controle) para 1,5 ± 0,4 x 10-3; 2,7 ± 0,5 x 10-3; 1,9 ± 0,5 x 10-2 e 

























Gráfico 6 – Curvas concentrações-resposta cumulativas ao CaCl2 em meio despolarizante 
nominalmente sem Ca2+ na ausência (●) e na presença do LM-OE nas concentrações de 

























Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). 
 





Tabela 3 – Valores de Emax (%) e de CE50 (M) do CaCl2 na ausência e na presença do 
LM-OE em útero isolado de rata (n = 5). 
  
LM-OE (µg/mL) Emax (%) CE50 (M) 
Controle 100 7,1 ± 0,4 x 10
-4 
9 87,8  1,6 1,5 ± 0,4 x 10
-3 
27 71,5  7,9** 2,7 ± 0,5 x 10
-3 
81 34,3  4,4*** 1,9 ± 0,5 x 10
-2* 
243 11,7  2,8*** 1,2 ± 0,6 x 10
-2 
 
ANOVA "one-way" seguido do pós-teste de Bonferroni; *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 
(controle vs. LM-OE). 
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5.2.2.2 Efeito do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 
S-(-)-Bay K8644 
 
O LM-OE (0,003-9 µg/mL) relaxou o útero de rata pré-contraído com 
3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644 (Emax = 17,4 ± 5,0 µg/mL) em meio parcialmente 
despolarizado com 15 mM de KCl, porém com uma eficácia muito baixa e sem 











































Figura 6 – Registros típicos do efeito relaxante do LM-OE em útero isolado de rata 
pré-contraído com 60 mM de KCl (A) e com 3 x 10-7 M de S-(-)-Bay K8644 parcialmente 









































As setas para baixo representam a adição cumulativa do LM-OE nas concentrações de 
0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (A) e de 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3 e 
9 µg/mL (B). 
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Gráfico 7 – Efeito relaxante do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 60 mM de 

























Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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5.2.3 Avaliação do envolvimento dos canais de potássio no efeito relaxante do 
LM-OE 
 
5.2.3.1 Efeito do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por ocitocina na 
ausência e na presença de CsCl 
  
 A curva de relaxamento do LM-OE foi deslocada para direita na presença de 5 
mM de CsCl, um bloqueador não seletivo dos canais de potássio (n = 3). A potência 
relaxante do LM-OE (CE50 = 30,3 ± 2,2 µg/mL e R
2 = 0,99 ± 0,007) foi reduzida em 
aproximadamente 11 vezes quando comparada ao relaxamento produzido pelo óleo 






































Figura 7 – Registros típicos do efeito relaxante do LM-OE sobre as contrações tônicas 
induzidas por 10-2 UI/mL de ocitocina na ausência (A) e na presença (B) de 5 mM de CsCl 























As setas para baixo representam a adição cumulativa do LM-OE nas concentrações de 
0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 9 e 27 µg/mL (A) e de 0,3; 1; 3; 9; 27 e 81 µg/mL (B), 
OCI = ocitocina. 
 






SILVA, M.C.C.                                                                                            Resultados 
 
Gráfico 8 – Efeito relaxante do LM-OE sobre as contrações tônicas induzidas por 


























Os símbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente 
(n = 3-5). 
 
Fonte: Autor, 2013. 
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 Neste trabalho, investigou-se o efeito tocolítico do LM-OE, assim como parte 
do mecanismo de ação deste efeito em útero de rata. Ao mesmo tempo, mostrou-se 
que os constituintes majoritários isolados, bem como a mistura timol-carvacrol 
apresentavam baixa eficácia, sugerindo que o efeito tocolítico exercido pelo óleo, 
possivelmente, seja devido ao complexo de substâncias nele encontrado. 
 Bakkali et al. (2008) apontaram, em revisão sobre óleos essenciais, que 
embora os componentes majoritários possam demonstrar atividade semelhante ao 
óleo, é mais interessante estudar o complexo, uma vez que o conceito de sinergismo 
parece ser mais significativo nesse tipo de droga. Recentemente, Oliveira (2013) 
demonstrou que o LM-OE e seus constituintes isolados (carvacrol, timol e mistura 
timol-carvacrol) apresentam atividade espamolítica equipotente em íleo de cobaia. 
Assim sendo, estes achados corroboram essa afirmação. 
Há relatos na literatura de que outros constituintes do LM-OE (Anexos 1 e 2) 
apresentam atividade espasmolítica em outros modelos de músculo liso, como é o 
caso do β-cariofileno, que apresenta atividade vasorrelaxante em aorta torácica de 
rato (FARIAS, 2006) e antiespasmódica em traqueia de rato (TEÓFILO, 2012); do 
p-cimeno, como antiespasmódico em traqueia de rato (TEÓFILO, 2012) e do 
-terpineno, como espasmolítico em jejuno de coelho (ASTUDILLO et al., 2004).
 Geralmente, os constituintes majoritários dos óleos essenciais são os 
terpenoides, tanto monoterpenos, diterpenos, como sesquiterpenos (BAKKALI et al., 
2008). Em estudos anteriores, em nosso laboratório, foi evidenciado que compostos 
como o labdano-302, o traquilobano-360 e o traquilobano-318, diterpenos isolados 
da espécie Xylopia langsdorfiana (RIBEIRO, 2003 e 2007, OLIVEIRA et al., 2006, 
RIBEIRO et al., 2007a, MACÊDO, 2008, TRAVASSOS, 2010, MARTINS et al.; 
2013), bem como os óleos essenciais das espécies Xylopia langsdorfiana A. St.-Hil. 
& Tul., Xylopia frutescens Aubl. e Rollinia leptopetala R. E. Fries (CORREIA, 2013) e 
Lippia microphylla Cham. (OLIVEIRA et al., 2012) apresentaram atividade 
espasmolítica em vários modelos de músculo liso. 
 Além disso, Oliveira (2013) demonstrou que o LM-OE e seus constituintes 
majoritários carvacrol e timol apresentaram efeito espasmolítico em íleo de cobaia e 
que o LM-OE atua por bloqueio do influxo de Ca2+ através dos CaV, modulando 
negativamente os mecanismos de liberação de Ca2+ intracelular, além de reduzir o 
conteúdo de Ca2+ citosólico em células musculares lisas longitudinais. Com base 
nessas premissas decidiu-se investigar se o LM-OE e seus constituintes majoritários, 
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carvacrol e timol, apresentavam efeito espasmolítico em modelo de musculatura lisa 
uterina. 
 O útero é um órgão oco, que possui três camadas diferenciadas de músculo 
liso, essas são chamadas de endométrio, de miométrio (camada muscular espessa) 
e de serosa (camada externa). O miométrio possui importantes funções em 
processos fisiológicos como implantação do embrião, assim como na manifestação 
de distúrbios de dismenorreia e de interrupção da gravidez por aborto espontâneo 
(AGUILLAR; MITCHELL, 2010). 
 A procura por substâncias ou produtos biologicamente promissores estimula o 
crescente interesse na composição química dos óleos essenciais de plantas, assim 
como dos seus efeitos sobre a musculatura lisa (ASEKUN; GRIERSON; 
AFOLAYAN, 2007, SADRAEI; GHANNADI; MALEKSHAHI, 2003, MAGALHÃES et 
al., 2004, SILVA et al., 2010).  
 Na triagem farmacológica, demonstrou-se que o LM-OE apresentou efeito 
tocolítico em útero de rata por inibir as contrações fásicas induzidas por CCh e por 
ocitocina (Gráfico 1A e 1B), sendo cerca de 4,5 vezes mais potente para o CCh. 
Esses resultados sugerem que o óleo poderia está agindo, pelo menos em parte, em 
nível de receptor farmacológico muscarínico, mas outros experimentos são 
necessários para confirmar ou descartar essa hipótese.  
Enquanto que os constituintes majoritários isolados, carvacrol e timol, e a 
mistura timol-carvacrol, apresentaram baixa eficácia em útero de rata frente ao 
agonista carbacol (Gráfico 2A, 3A e 4A). Quando comparados os valores de Emax, 
observou-se que não houve diferença estatística entre os constituintes, sugerindo 
que não houve potencialização de efeito e que eles podem estar agindo pela mesma 
via de sinalização para promover seu efeito tocolítico frente a este agonista (Tabela 
1). Efeito similar foi observado para o timol e a mistura timol-carvacrol (Gráfico 3B e 
4B) frente ao agonista ocitocina, efeito este não verificado para o carvacrol (Gráfico 
2B), sendo a mistura timol-carvacrol estatisticamente mais eficaz que os 
constituintes isoladamente (Tabela 1), indicando uma possível potencialização dos 
efeitos quando os constituintes estão em conjunto.  
Dessa forma, podemos inferir que o efeito tocolítico frente à ocitocina é mais 
dependente da interação entre os dois constituintes majoritários do óleo. Estes 
resultados corroboram os achados de Oliveira (2013), frente ao agonista carbacol, 
em íleo de cobaia, sendo a mistura timol-carvacrol mais eficaz em útero de rata. 
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Diante disso, decidiu-se prosseguir com a investigação do mecanismo de ação 
tocolítica do LM-OE. 
 O íon Ca2+ é um mensageiro secundário intracelular responsável por 
desencadear uma variedade de processos celulares em neurônios, músculos e 
muitas células não excitáveis tendo como função mais importante à sinalização 
celular quando do aumento da [Ca2+]c (BERRIDGE; DUPONT, 1995; BERRIDGE, 
1997; BERRIDGE; BOOTMAN; LIPP, 1998, BERRIDGE; LIPP; BOOTMAN, 2000; 
BOOTMAN; LIPP; BERRIDGE, 2001; SCHUSTER; MARHL; HÖFER, 2002). O Ca2+, 
um regulador celular universal (CAMPBELL, 1983), é o sinal primário responsável 
pela ativação da contração do músculo liso (NEERING; MORGAN, 1980; MORGAN; 
MORGAN, 1982).  
 A contração do músculo liso é disparada principalmente pelo aumento da 
[Ca2+]c, e pode ser gerada tanto via despolarização de membrana, que ativa os CaV, 
como pela ligação de um agonista ao seu respectivo receptor, que pode ser 
independente do potencial de membrana (SOMLYO; SOMLYO, 2003), esses 
mecanismos são denominados de acoplamento eletromecânico e 
fármaco-mecânico, respectivamente (SOMLYO; SOMLYO, 1968). Agonistas como o 
CCh e a ocitocina ligam-se a receptores GPCRs e ativam a cascata de 
fosfoinositídios, geralmente através da produção de IP3, que é mediada pelas 
proteínas Gq e G11, estimulando, assim a liberação de Ca
2+ do RS (FUKATA; 
AMANO; KAIBUCHI, 2001). Os agonistas contráteis podem também elevar a [Ca2+]c 
através de receptores de rianodina e estimular a entrada de Ca2+ através dos 
múltiplos tipos de canais, incluindo canais para Ca2+ operados por estoque, por 
receptor ou por voltagem (SANDERS, 2001; McFADZEAN; GIBSON, 2002). 
 Em músculo liso, vários agentes contráteis causam uma resposta contrátil 
bifásica, consistindo em uma contração inicial transiente chamada de componente 
fásico (< 30 s), seguido por uma contração sustentada denominada componente 
tônico, que se desenvolve lentamente ao longo de 15 minutos e é mantida durante o 
período de exposição ao agente contrátil (VAN BREEMEN; AARONSON; 
LOUTZENHISER, 1979; BOLTON, 1979).  
 Diante do exposto e sabendo-se que os mecanismos envolvidos na 
manutenção da fase tônica são diferentes em relação aos da fase fásica da 
contração (ABDELLATIF, 1989; KOBAYASHI et al., 1989; HONDA; TAKANO; 
75 
SILVA, M.C.C.                                                                                              Discussão 
 
KAMIYA, 1996), surgiu o seguinte questionamento: o LM-OE promoveria o 
relaxamento do útero pré-contraído com KCl ou com ocitocina?  
 Para verificar esta hipótese, avaliou-se o efeito do óleo sobre o componente 
tônico da resposta contrátil induzida por KCl (acoplamento eletromecânico) e por 
ocitocina, que age por acoplamento misto (fármaco e eletromecânico) em útero 
isolado de rata. O LM-OE relaxou, de maneira significante e equipotente, o útero 
pré-contraído tanto por KCl como por ocitocina (Figura 5A e 5B e Gráfico 5). Como 
um dos passos comuns às vias de sinalização desses agentes contráteis é a 
despolarização da membrana plasmática, com consequente abertura dos CaV que 
leva a um influxo de Ca2+, resultando na manutenção da fase tônica da contração 
(WRAY, 1993), sugere-se que o LM-OE age por bloqueio do influxo de Ca2+ através 
dos CaV para exercer seu efeito tocolítico. 
 Sendo assim, questionamos se o LM-OE estaria de algum modo interferindo 
no influxo de cálcio através dos CaV em útero de rata. Para testar essa hipótese, 
foram realizadas curvas concentrações-resposta cumulativas ao CaCl2 em meio 
despolarizante nominalmente sem cálcio, na ausência e na presença de diferentes 
concentrações do óleo. Este protocolo baseia-se no fato de que a contração 
ocorrerá, quase que exclusivamente, pelo Ca2+ proveniente do meio extracelular, já 
que a despolarização promovida pelo aumento da concentração de K+ extracelular 
([K+]e) induz a abertura dos CaV (REMBOLD, 1996). 
 O fato da curva controle do CaCl2 ter sido deslocada para a direita de maneira 
não paralela, com redução do Emax e da potência espasmogênica na presença do 
LM-OE (Gráfico 6 e Tabela 3) sugere que o mesmo esteja agindo por bloquear o 
influxo de cálcio através dos CaV para exercer seu efeito tocolítico em útero de rata,. 
 No músculo liso, os CaV-L são melhores caracterizados e os maiores 
responsáveis pelo influxo de Ca2+, cujo sítio de ligação para seus bloqueadores está 
na subunidade 1, embora nele existam quatro outras unidades complexadas (2 , 
1  e 1 ) (VOGALIS et al., 1991; KURIYAMA; KITAMURA; NABATA, 1995; KNOT et 
al., 1996). Um dos CaV envolvidos com funções fisiológicas da contração do músculo 
liso é o CaV 3.2 ou CaV-T (SARSERO et al., 1998; CATTERALL et al., 2005), além 
dos canais que são mais expressos, os CaV-L (BOLTON, 1979; TOMITA, 1981), 
descritos por Catteral e colaboradores (2005) como CaV1. 
 As correntes através de canais iônicos têm sido bem caracterizadas em 
miométrio de ratas e de humanos. No miométrio de rata é encontrado tanto canais 
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lentos de CaV1 como canais rápidos de Na
+, mas não os canais de Ca2+ do tipo T, 
enquanto que no miométrio de humanos é expressado os canais de Ca2+ dos tipos L 
e T (ASOKAN et al., 2002). Além disso, já é bem estabelecido que em útero de rata 
os CaV1, em resposta a uma despolarização de membrana, levam ao influxo de Ca
2+ 
e, consequentemente, à contração (WRAY et al., 2003). 
Com o intuito de verificar se o CaV envolvido na ação tocolítica do LM-OE 
seria o CaV da família 1, avaliou-se seu efeito sobre as contrações tônicas induzidas 
pelo derivado di-hidropiridínico S-(-)-Bay K8644, um agonista desses canais 
(SPEDDING; PAOLETTI, 1992). O fato do LM-OE ter relaxado o útero de rata 
pré-contraído com esse agonista com uma eficácia muito baixa e sem dependência 
de concentração (Figura 6 e Gráfico 7) é sugestivo de que o óleo não bloqueia 
diretamente o influxo de cálcio através dos CaV1 para promover seu efeito tocolítico. 
Na contração induzida por KCl existe, além da despolarização de 
membrana, outros mecanismos de manutenção da contração tônica, tais como a 
sensibilização ao Ca2+ envolvendo a translocação e ativação da RhoA cinase, bem 
como a ativação da proteína cinase II dependente de Ca2+-calmodulina (CaMKII) ou 
a proteína cinase regulada por sinal extracelular (ERK) (RATZ et al., 2005). No 
entanto, não se descarta outros mecanismos que possam estar envolvidos no 
mecanismo de ação tocolítica do LM-OE em útero de rata como, por exemplo, a 
modulação positiva dos canais de K+. 
 Os canais de potássio desempenham um papel chave na regulação do 
potencial de membrana e na excitabilidade celular, sendo a contração do músculo 
liso dependente do balanço entre o aumento da condutância ao íon K+, levando a 
uma repolarização/hiperpolarização, e a diminuição da condutância a este íon, 
ocasionando uma despolarização de membrana (KNOT et al,. 1996). Estes canais 
estão envolvidos em várias funções fisiológicas, tais como a manutenção do 
potencial de repouso das membranas celulares e a secreção de hormônios e 
neurotransmissores. Sua atividade pode ser regulada por voltagem, íons Ca2+, 
neurotransmissores e suas vias de sinalização, estímulos químicos e físicos, 
incluindo a tensão de oxigênio, pH, lipídios, estiramento mecânico, GPCRs, entre 
outros estímulos (LESAGE; LAZDUNSKI, 2000; ALEXANDER; MATHIE; PETERS, 
2007). O movimento dos íons K+ através de canais localizados na membrana 
regulam o influxo de Ca2+ através dos CaV (THORNELOE; NELSON, 2005). 
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 O efluxo de potássio em células do miométrio resulta em repolarização da 
membrana e esse efluxo é a corrente iônica primária responsável pela manutenção 
do potencial de repouso no útero. No músculo liso uterino, os canais de K+ mais 
abundantes e mais estudados são: canais de potássio dependentes de voltagem 
(KV); canais de potássio ativados por cálcio de grande condutância (BKCa); canais de 
potássio ativados por cálcio de pequena condutância (SKCa) e canais de potássio 
sensíveis ao ATP (KATP) (BRAINARD; KOROVKINA; ENGLAND, 2007). 
 A associação entre o aumento da atividade dos canais de K+ e o relaxamento 
do músculo liso vem sendo estudada em vários tecidos e com diversos canais de K+. 
Alguns autores apresentam evidências da participação de vários desses canais na 
regulação do músculo liso, tanto em nível funcional como em nível eletrofisiológico, 
como por exemplo: KV em íleo de cobaia (LIMA, 2004; CAVALCANTE, 2008) e aorta 
de rato (RIBEIRO et al., 2007a); BKCa em músculo longitudinal de íleo de cobaia 
(UYAMA; IMAIZUMI; WATANABE, 1993), miométrio humano (ANWER et al., 1993, 
MEERA et al., 1995), traqueia de cão (WADE; SIMS, 1993), aorta de coelho 
(DEMIREL et al., 1994), traqueia de cobaia (HIRAMATSU et al., 1994; RIBEIRO, 
2007), traqueia de porco (KUME et al., 1994; KANNAN; JOHNSON, 1995; 
YAMAKAGE; HIRSHMAN; CROXTON, 1996), artérias submucosas e mesentéricas 
de cobaia (HILL et al., 1997), íleo de cobaia (SILVA; NOUAILHETAS; ABOULAFIA, 
1999; CAVALCANTE, 2001; CAVALCANTE, 2008; LIMA, 2008), artéria mesentérica 
de rato (OLIVEIRA et al., 2004), útero de rata (LIMA, 2008, TRAVASSOS et al. 
2009); SKCa em aorta de rato (SILVA et al., 1994), útero de rata (SILVA; OKUYAMA; 
PAIVA, 1996) e íleo de cobaia (CAVALCANTE, 2008, MACÊDO, 2008). KATP em íleo 
(SUN; BENISHIN, 1994) e traqueia de cobaia (SHIKADA; TANAKA, 1995), músculo 
longitudinal de íleo de rato (DAVIES; McCURRIE; WOOD, 1996), uretra de cobaia 
(TERAMOTO; BRADING; ITO, 1999), traqueia de gato (TERAMOTO; NAKASHIMA; 
ITO, 2000) e íleo de cobaia (CAVALCANTE, 2008, MACÊDO, 2008). 
 Sabendo-se da importância dos canais de K+ na musculatura do miométrio e 
de sua capacidade de modular os CaV na resposta contrátil, formulou-se mais uma 
hipótese: o LM-OE estaria inibindo as contrações uterinas por ativar os canais de K+ 
e, indiretamente, bloquear os canais de Ca2+? Para confirmar essa hipótese, 
avaliou-se o efeito do óleo sobre as contrações induzidas por ocitocina na ausência 
e na presença de CsCl, um bloqueador inespecífico de canais de K+ (LATORRE et 
al., 1989). Observou-se que a curva de relaxamento na presença do CsCl foi 
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desviada para direita com redução da potência relaxante em 11 vezes (Figura 7 e 
Gráfico 8), confirmando a participação desses canais no mecanismo de ação 
tocolítica do LM-OE. Entretanto, outros estudos serão necessários para melhor 
elucidar como o óleo modula os canais de potássio e quais subtipos destes canais 
estão envolvidos nesse efeito. 
 Resultados divergentes foram observados por Oliveira (2013) em íleo de 
cobaia, onde o mecanismo de ação espasmolítica do LM-OE não ocorre por 
ativação/modulação positiva dos canais de K+, e sim por bloqueio dos CaV. Dessa 
forma, o LM-OE age por mecanismos distintos em íleo de cobaia e útero de rata 
para promover seu efeito espasmolítico.  
 Os canais iônicos do miométrio vêm sendo alvos de novas drogas que 
possam ser usadas terapeuticamente no combate ao trabalho de parto pré-maturo e 
cólicas uterinas. Diante disso, este trabalho revela que o LM-OE possui atividade 
tocolítica, mostrando que os óleos essenciais são compostos de interesse no 
tocante a modulação da contratilidade uterina. Espera-se que os resultados aqui 
apresentados contribuam como potencial terapêutico para os distúrbios acima ou 
como ferramenta farmacológica para um melhor entendimento do mecanismo 












































































SILVA, M.C.C.                                                                                           Conclusões 
  
 Na investigação do efeito tocolítico do óleo essencial das folhas de Lippia 
microphylla Cham. (Verbenaceae) e de seus constituintes majoritários isolados, 
carvacrol e timol, assim como da mistura timol-carvacrol em útero de rata, pode-se 
concluir que: 
 
 O LM-OE apresenta efeito tocolítico não seletivo; 
 O carvacrol, timol e a mistura timol-carvacrol (1,46:1) apresentam baixa 
eficácia tocolítica; 
 O LM-OE não bloqueia diretamente o influxo de Ca2+ através dos CaV1; 
 O efeito tocolítico do LM-OE envolve a ativação/modulação positiva dos 
canais de K+ o que, indiretamente, reduz o influxo de Ca2+ através dos CaV  com 
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Anexo 2 – Tabela dos constituintes químicos presentes no óleo essencial de Lippia 
microphylla Cham. (Verbenaceae). 
 
IR Folhas de Lippia microphylla Cham. %Área 
929 α-pineno 0,51 
988 mirceno 1,4 
1014 α-terpineno 0,2 
1023 p-cimeno 9,0 
1055 γ-terpineno 2,92 
1088 p-cimeneno 0,1 
1097 hidrato de trans-sabineno 0,1 
1128 aloocimeno 0,1 
1133 cis-p-menta-2,8-dien-1-ol 0,1 
1170 umbelona 0,12 
1179 4-terpineol 0,57 
1182 p-cimen-8-ol 0,1 
1186 α-terpineol 0,1 
1227 metiltimol 0,28 
1236 metilcarvacrol 0,20 
1293 timol 46,52 
1301 carvacrol 31,74 
1343 acetato de carvacrol 1,61 
1362 acetato de timol 1,32 
1415 β-cariofileno 1,15 
1430 trans-α-bergamoteno 0,11 
1451 α-humuleno 0,06 
1476 butylated hydroxy anisole 0,68 
1505 β-bisaboleno 0,42 
1537 espatulenol 0,16 
1576 óxido de cariofileno 0,42 
 Total 99,99 
IR = índice de retenção 
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Anexo 3 – Certidão de aprovação na Comissão de Ética no Uso de Animais 
(CEUA/CBiotec). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
